
PoQUETETAL.: Acumulación de Hg y alteraciones celulares en ostras contaminadas

almejas y mejillones para hacer frente a

períodos largos de hipoxia (Ballan-Du-

FRANgAis, Jeantet Y COULON,1990).

Martoja et al. (1988) señalan que
únicamente una contaminación crónica

del medio puede llegar a afectar seria-

mente la capacidad de supervivencia de

una población de ostras, debido funda-

mentalmente al exterminio de las larvas,

más sensibles a los efectos de la conta-

minación. La acumulación de mercurio

detectada en los distintos órganos de
Ostrea edulis, aún administrado en bajas

concentraciones, afecta a la reserva ener-

gética de cada uno de los individuos

con la consiguiente pérdida del valor

nutritivo de los ejemplares, a la vez que
queda alterada la ultraestructura celular

de los túbulos de la glándula digestiva.

Es posible que las condiciones experi-

mentales aplicadas a más largo plazo
(trabajo en curso de realización) provo-
quen un agotamiento de las reservas y
un mayor grado de desorganización de
la glándula digestiva y de otros órganos
de la masa visceral, lo cual podría llegar

a producir la muerte del individuo.
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Incidencia de Bucephallus haimeanus (Lacaze-
Duthiers, 1854) (Trematoda, Digenea) en el hepa-
topáncreas de Ostrea edulis Linné

Incídence of Bucephallus haimeanus (Lacaze-Duthiers,

1854) (Trematoda, Digenea) in the digestí ve gland of
Ostrea edulis Linné

Marta PRÍNCEP, Montserrat BIGAS y Mercé DURFORT

RESUMEN
En las ostras procedentes del delta del Ebro se detectó la presencia de Bucephallus hai-

meanus (tremátodo, digénido) en un 16,8% de los ejemplares examinados desde Junio

de 1990 hasta Diciembre de 1991. El órgano más afectado por esta parasitosis resultó

ser el hepatopáncreas y el tejido conjuntivo intersticial.

Las ramificaciones de los esporocistos del tremátodo obstruyen los túbulos de esta glán-

dula e impiden el paso de los nutrientes, provocando las consiguientes alteraciones mor-

fológicas e inclusive la muerte del huésped.

ABSTRACT

Bucephallus haimeanus (trematode, digenea) was detected in about 16.8% of the exami-

ned oysters of the Ebro delta, since June 1990 to December 1991. The digestive gland

and the interstitial conjuntive tissue were the most affected organs.

The sporocysts branches obstruct the digestive gland tubs, avoiding the nutritivo com-

pounds pass. This obstruction cause important morphological alterations, included host's

death.

PALABRASCLAVE: Ostrea edulis, hepatopáncreas, tremátodo digénido, parasitismo, delta del Ebro.

KEYWORDS:Ostrea edulis, digestive gland, digenea trematode, parasitism, Ebro delta.

INTRODUCCIÓN

Bucephallus haimeanus (Lacaze-Du-
thiers, 1854) es un tremátodo digénido de
la Familia Bucephallidae, que parásita de
manera específica a la ostra plana del

Mediterráneo Ostrea edulis Linné, 1758.

Existen numerosas referencias de este

parásito a lo largo de los años, pero
debido a la gran semejanza que presen-

tan entre sí las cercarías de los distintos

bucefálidos y a la alta especificidad por el

primer huésped, tal como se ha compro-

bado, muchas de estas referencias son

incorrectas (Lauckner, 1983). Las prime-

ras descripciones detalladas de estas cer-

carías, entre ellas la de B. haimeanus,

fueron realizadas por Hopkins (1954).

Unitat de Biologia Cel.lular. Facultat de Biologia. Universitat de Barcelona. Av. Diagonal, 645. 08028-

Barcelona.
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Este tremátodo digénido tiene un
ciclo biológico triheteroxeno, en el cual

están implicados dos huéspedes inter-

mediarios y uno definitivo (Matthews,
1973b), así como varias fases larvarias

(miracidio, esporocisto, cercarla y meta-

cercaria) y el individuo adulto. Se trata

de un endoparásito.

La viabilidad de este ciclo está

influida por la abundancia de huéspe-

des, por los factores bióticos y abióticos

que pueden reducir la población pará-

sita y por el comportamiento de dichos

huéspedes (Margalef, 1991).

Este estudio se ha centrado en el pri-

mer huésped intermediario, el molusco
bivalvo Ostrea edulis, en el cual se locali-

zan las fases larvarias de: miracidio em-
brión (penetración), esporocisto madre y
esporocistos hijos (multiplicación) y cer-

carlas (dispersión en el medio).

La vía de entrada de B. haimeanus en

la ostra es a través del tracto digestivo, por

ingestión y /o penetración activa del mira-

cidio. La aproximación del parásito al

molusco se debe, principalmente, a estí-

mulos quimiotácticos inducidos por sus-

tancias desprendidas del mucus de este

último. Cerca de este punto de entrada

tiene lugar una metamorfosis regresiva,

estimulada por factores del huésped
(Cheng, 1988) y el miracidio se transforma

en el esporocisto madre o esporocistógeno.

El esporocistógeno es un saco germi-

nal cilindrico y no ramificado, en el cual

todas las funciones son transtegumenta-

rias. Por pedogénesis (tipo de partenogé-

nesis cíclica) origina los esporocistos hijos

o cercariógenos, ya que en ellos se desa-

rrollan las cercarías (James y Bowers,
1967c).

Estos esporocistos hijos, una vez for-

mados, migran hacia el hepatopáncreas o

glándula digestiva de la ostra, que es el

órgano diana por excelencia, y el tejido

conjuntivo intersticial. A diferencia del es-

porocistógeno, los esporocistos hijos son

muy ramificados y tienen un tegumento
característico (James, Bowers y Richards,

1966). Estas ramificaciones se introducen

entre los tejidos del huésped causando im-

portantes alteraciones tisulares debidas a

factores mecánicos y bioquímicos (James,

1965; James y Bowers, 1967a).

Los factores mecánicos son habitual-

mente debidos a la presión que ejercen

estos esporocistos sobre los túbulos del

hepatopáncreas colapsándolos y favore-

ciendo su posterior histolisis. Los facto-

res bioquímicos son principalmente de-

bidos a diferencias en la concentración

de los lípidos, glúcidos y enzimas, causa-

das tanto por la obstrucción como por la

competencia nutricional del parásito. La
distribución y necesidades del parásito

de estas sustancias están ampliamente
descritas (Cheng, 1965; Cheng y Bur-
TON, 1966; James y Bowers, 1967b).

Cuando el número de ramificaciones

de esporocistos en O. edulis es muy ele-

vado, además del hepatopáncreas pue-

den invadir otros órganos, como la gó-

nada y las branquias, llegando a causar

la muerte del ejemplar (Matthews,
1973a; Durfort, Bozzo, Ferrer, García
Valero, Poquet, Ribes y Sacrista,

1991).

Las cercarías desarrolladas rompen
la pared del esporocisto y salen a través

del sistema hemolinfático de la ostra,

aprovechando las aberturas naturales

(Matthews, 1974). La salida tiene una
acrofase cada 24 horas sincronizada con

el máximo de filtración del molusco, lo

que incrementa su dispersión (Wallet,

Theron y Lambert, 1985). Esta migra-

ción también puede causar daños tisula-

res al huésped.

MATERIALY MÉTODOS

Las ostras examinadas (Ostrea edulis)

provienen de las bahías de Los Alfacs y
El Fangar en el delta del Ebro y fueron

cultivadas con el sistema de bateas pre-

ferentemente. La recolección tuvo lugar

desde junio de 1990 hasta diciembre de
1991.

El estudio se ha realizado a dos

niveles:

Microscopía óptica: las muestras

son fijadas con formol al 10% e incluidas

en parafina. Los cortes obtenidos se

tiñen con las técnicas panorámicas con-

vencionales de la hematoxilina-eosina,

tricrómico de Mallory y ocasionalmente

con V. O. R (Gutiérrez, 1967).
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Hepatopáncreas Tejido conjuntivo

42,1%

26,3%

34,2%

50,0%

2,6%

15,8%

15,8%

m 2+ D 3+ 5+

Figura 1 . Diagramas de sectores de los diferentes niveles de parasitación hallados en el hepato-

páncreas y tejido conjuntivo intersticial, así como sus respectivos porcentajes. Hay 4 niveles de

parasitación (5+ totalmente invadido, 4+ muy invadido, 3+ invasión de la mitad del órgano y 2+

poco invadido) y el O representa las muestras parasitadas que no tienen este órgano invadido. Ob-

sérvese que aproximadamente el 50% de los ejemplares parasitados tienen un grado de infesta-

ción máximo y el resto es una presencia muy puntual.

Figure 1. Pies of dijferent parasitization levéis foung in the digestive gland and the interstitial

conjuntive tissue, expressed as percentages. There are four parasitization levéis (5+ totally

invaded, 4+ very invaded, 3+ half of the organ ajfected and 2+ little invaded) and O means

parasitized samples without this organ being ajfected. Note that aproximately 50% of the

affected specimens have a máximum parasitization level, the rest being a very scarce presence.

Microscopía electrónica:

• De transmisión: técnica rutinaria de

la doble fijación glutaraldehido-parafor-

maldehido al 2,5%, tamponado a pH 7,2-

7,4 y postfijación con tetróxido de osmio
al 1-2% en solución tampón. Posterior-

mente, tras cuidadosa deshidratación con

una serie de gradación ascendente de
acetona y paso por el óxido de propileno,

se incluyen en resina Spurr (1969). A fin

de seleccionar la zona a cortar se utilizan

cortes semifinos de 1 ¡ira de grosor y
teñidos con azul de metileno 1%bórax.

Los cortes, de unos 300 Á de grosor,

se recogen en rejillas de cobre y se con-

trastan con acetato de uranilo seguido
de citrato de plomo (Reynolds, 1963).

La observación se ha efectuado con un
microscopio Phillips 200 del Servicio de
Microscopía Electrónica de la Universi-

dad de Barcelona.

• De barrido: a partir de los bloques

de parafina se obtuvieron cortes de unas

30 ¡iva, los cuales, después de ser despa-

rafinados, se sometieron a baños sucesi-

vos de acetato de amilo en diferentes

concentraciones, aplicándose la técnica

del «punto crítico» y posterior metali-

zado con oro.

Las micrografías electrónicas se han
realizado en el citado servicio con un
microscopio Hitachi S-2300, trabajando

con una aceleración de 15 KV.

RESULTADOSY DISCUSIÓN

Los ejemplares de ostras examinados

en este estudio presentan una incidencia

global del 16,8% de presencia de esporo-

cistos de Bucephallus haimeanus, índice

que se considera bastante elevado.
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Las fases larvarias de estos tremáto-

dos aparecen preferentemente durante

la primavera y su número se mantiene o

incrementa hasta el otoño, época en que

disminuyen bruscamente, tal como des-

cribe Lauckner (1983). En este estudio

se confirmó que la época del año en que

se efectúa la recolección de las ostras

tiene una elevada influencia en el nivel

de parasitación y está relacionado con la

temperatura del agua, ya que en prima-

vera-verano, siendo cálida favorece el

incremento de la tasa de filtración del

molusco, con lo que facilita la penetra-

ción de ciertos estadios larvarios de
parásitos (Walne, 1980).

A nivel del hepatopáncreas y del

tejido conjuntivo intersticial de Ostrea

edulis, los porcentajes de parasitación en

el total de ejemplares han sido del 65,8%

y 73,7% respectivamente (Princep, 1993).

Se observó que en casi un 50%de estos

ejemplares, el grado de infestación del

órgano alcanzaba un valor máximo, mien-

tras que en el resto de ostras esta parasi-

tación era mucho más puntual (Fig. 1). El

índice más alto de parasitación se corres-

pondía, según lo mencionado, con las

muestras recogidas durante la primavera,

que es cuando empieza la invasión, la cual

puede durar de dos a dieciséis meses
(James, 1965).

También se hizo evidente, siguiendo

lo descrito por Cheng y Burton (1965),

que el tamaño de las ramificaciones de
los esporocistos en estos órganos era

considerable y muy variable, con un
área media de 14x103 pm- y pudiendo
llegar a más de 38,3x103 }in\^, lo que
indicaba un elevado grado de desarrollo

(Princep, 1993).

Todos estos factores parecen confirmar

que el órgano diana primario de infesta-

ción del tremátodo digénido B. haimeanus

es el hepatopáncreas y el tejido conjuntivo

intersticial, tal como indican Cheng y

Burton (1965) y Lauckner (1983).

Al observar estos ejemplares parasi-

tados al microscopio óptico, se aprecia

que en los animales con un grado de
infestación elevado, los esporocistos sus-

tituyen casi completamente los tejidos

del huésped, sobre todo el tejido conjun-

tivo intersticial que se muestra fuerte-

mente necrosado, apareciendo focos de
infiltraciones hemocitarias. Esta necrosis

es debida simultáneamente a los efectos

mecánicos y bioquímicos mencionados.

Asimismo, el contorno de la luz de
los conductos glandulares del hepato-

páncreas, que es un buen indicador del

estado fisiológico del individuo, en los

ejemplares parasitados adopta formas
poliédricas y la altura del epitelio es

muy baja. En cambio, en los individuos

sanos esta luz se presenta bastante circu-

lar y con un epitelio muy bien desarro-

llado y muy regular (Figs. 2, 3, 4).

A nivel ultraestructural, en las cé-

lulas ciliadas del conducto glandular

vibrátil de este hepatopáncreas se puede
efectuar un seguimiento de las alteracio-

nes morfológicas más habituales que
presentan dichos cilios (Fig. 5), como
por ejemplo cambios en la clásica estruc-

tura axonemática de 9-1-2.

Asimismo, las células (3 tienen un
sistema vesiculo-membranoso suma-
mente polimorfo, dependiendo de su

fase funcional y de las posibles alteracio-

nes medio-ambientales, incluidas entre

éstas últimas las distintas parasitosis

(Fig. 6). También se observó cómo en los

ejemplares infestados se produce un
aumento de la génesis de cuerpos resi-

duales y de la digestión intralisosomal.

Estas anomalías también pueden ser

debidas, a veces, a causas de "estrés" am-
biental, ya que las ostras son altamente

sensibles a las fluctuaciones medioam-
bientales (Walne, 1980; Farias Molina,
1991). Además, cualquier infección re-

duce la resistencia del huésped a dicho

"estrés". De todas maneras, durante el

tiempo que duró el estudio, se llevó a

cabo un seguimiento de la temperatura y
salinidad del agua de las dos bahías, no
detectándose ninguna anomalía. Para

mayor seguridad, se comparó el nivel de

parasitación de las ostras de Los Alfacs

respecto a las cultivadas en El Fangar,

confirmándose que no existían diferen-

cias significativas entre los ejemplares

procedentes de una u otra bahía.

Asimismo, en épocas de máxima
madurez sexual, una de las causas de
mayor alteración del hepatopáncreas
podría ser debida a la invasión del espacio

214

V



Princep et al. : Bucephallus haimeanus en el hepatopáncreas de Ostrea edulis

Figuras 2, 3. Hepatopáncreas de Ostrea edulis 2: detalle en un individuo sano. Nótese la irregula-

ridad de la luz de los túbulos y la altura del epitelio. Los esporocistos de Bucephallus haimeanus

los obliteran debido a la presión que ejercen y la luz del conducto glandular se hace más polié-

drica, disminuyendo el grosor del epitelio. Hematoxilina-eosina. 3: detalle de unos esporocistos

(S) invadiendo el hepatopáncreas, el cual está completamente necrosado. Asimismo pueden para-

sitar la gónada (G) y el tejido conjuntivo intersticial (TC), llegando a provocar anomalías en los

gametos y posterior castración de la ostra. Hematoxilina-eosina. Escalas 100 \xm.

Figures 2, 3. Ostrea edulis digestive gland. 2: detall in a healthy specimen. Note the irregula-

rity of the tubules span and the epithelium height. Bucephallus haimeanus sporocysts reduce

them because ofthe pressure they make, the glandular duct span becomes more polygonal, thus

the epithelium width decreases. Hematoxylin-eosine. 3: detail ofsome sporocysts (S) invading

the digestive gland, which is completely necrotic. They can also ajfect the gonade (G) and the

interstitial connective tissue (TC), even causing gamete anomalies and a later castration ofthe

oyster Hematoxylin-eosine. Scale bars 100 ¡jm.

I
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<'%4p. V . ..

Figuras 4, 5. Hepatopáncreas de Ostrea edulis. 4:visión al microscopio electrónico de barrido,

equivalente a la Figura 3, donde se observan estos esporocistos (flecha) cortados transversal-

mente e inmersos en el tejido intersticial que hay entre los conductos de la glándula digestiva.

5: fragmento del conducto glandular vibrátil del hepatopáncreas observado al microscopio elec-

trónico de transmisión. La proporción de células ciliadas (CCI) respecto las células de secreción

mucosa (CS) es aproximadamente de 9:1. Los cilios de las primeras pueden presentar altera-

ciones morfológicas debidas a la invasión del tremátodo. Escalas, 4: 50 ¡am; 5: 0,2 |am.

Figures 4, 5. Ostrea edulis digestive gland. 4: image corresponding to Figure 3 seen with SEM.

with the sporocysts (arrows) transversal cut andfitted in the interstitial tissue among the diges-

tive gland ducts. 5: piece of a vibratile glandular duct of the digestive gland seen with SEM.

The ratio ofciliate cells (CCI) vs. mucous cells (CS) is about 9:1. Cilia in the fonner can bear

morphological alterations due to the trematode invasión. Scale bars, 4: 50 ¡um; 5: 0,2 ¡um.
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Figuras 6, 7. Células P del hepatopáncreas de Ostrea edulis. 6: detalle del citoplasma, con los sis-

temas vesículo-membranosos mencionados. En los ejemplares invadidos este sistema está hi-

perdilatado. En esta microfotografía se observa un retículo endoplasmático liso (REÍ) en dispo-

sición concéntrica, un retículo endoplasmático rugoso (REr) hiperdilatado y un dictiosoma dila-

tado (D). 7: los ejemplares de ostras invadidos por este tremátodo experimentan una disminución

de las reservas glucídicas y lipídicas bastante importante. En esta imagen ultraestrucmral se puede

observar una célula almacenadora del hepatopáncreas con las reservas de (3-glucógeno (*) y gra-

nulos lipidíeos (L). Escalas 0,2 |jm.

Figures 6, 7. /3 digestive gland cells in Ostrea edulis. 6: detail showing the already mentioned

vesicular-membranous systems. In the affected specimens, this system is extradeveloped. In this

microphotograph it is visible a smooth endoplasmic reticulum (REl) concentrically arranged, a

rough endoplasmic reticulum (REr) extradeveloped and an expanded dyctiosome (D). 7: oyster

specimens ajfected by this trematode show an important decreasing oftheir glucid and lipidie

reserves. In this image, an accumulative digestive gland with p-glycogen (*) and lipidie granu-

les (L) can be seen. Scale bars 0,2 lum.
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Figura 8. Reacción hemocitaria de Mytilus edulis frente a la invasión del tremátodo Proctoeces

maculatus, formando una cápsula muy característica. Esta reacción casi no se observa en los

ejemplares infestados con Bucephallus haimeanus. Hematoxilina-eosina. Escala 50 |um.

Figure 8. Hemocitari reaction in Mytilus edulis against invasión ofthe trematode Proctoeces

maculatus, forming a very characteristical capsule. This reaction is almost imperceptible in

specimens affected by Bucephallus haimeanus. Hematoxylin-eosine. Scale bar 50 pm.

hepatopancreático por parte de la gónada
en crecimiento. También cabe señalar que
pueden coexistir distintas parasitosis,

como por ejemplo el protozoo Marteilia

refringens (Durfort, Fernández, Riera y

Santmarti, 1992), parásito endocelular

que se localiza a nivel del epitelio de los

túbulos de la glándula digestiva y que se

halló en algunas muestras ya parasitadas

por B. haimeanus.

La presencia de este tremátodo afecta

negativamente a la calidad final de la

«carne» del molusco, debido principal-

mente al descenso de las reservas glucí-

dicas y lipídicas. Se detecta una disminu-

ción de cerca un 80% de estas reservas,

que corresponde fundamentalmente a la

disminución del volumen del hepato-

páncreas (Fig. 7).

La respuesta del molusco frente a B.

haimeanus no es demasiado visible

(Cheng y Burton, 1965; Matthews,
1973a; Johnston, Halton y Moore,
1982; Lauckner, 1983). En muy pocos ca-

sos se ha detectado una reacción hemoci-

taria clara (Douglass, 1976; citado por Fi-

GUERASy Fisher, 1988) tal como sucede

en el caso de otros tremátodos, como
puede ser Proctoeces maculatus (Fig. 8) de

la Familia Fellodistomatidae y parásito

de Mytilus sp. (Dolgikh, 1968, citado por

los mismos autores).

En las ostras con una fuerte presen-

cia de esporocistos de este parásito, se

vio, tal como describen Durfort et al.

(1991) que estas ramificaciones se exten-

dían hacia la gónada y las branquias,

produciendo una castración y una
anoxia progresiva en el animal. Los

individuos con un tercio del hepatopán-

creas invadido mueren (James y Bo-

WERS, 1967a).

218

iV


